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Relazione del Laboratorio di Colture Cellulari 
 
L’esperienza condotta in laboratorio ha seguito due filoni principali: 
 
- Esperienze e osservazioni su cellule tumorali HL60 
- Esperienze e osservazioni su cellule tumorali SaOs-2  
 
Cellule HL60 – Curva di Crescita 
Ogni giorno abbiamo prelevato una quantità precisa di cellule per poi quantificarle per mezzo di un 
contatore automatico. Questo contatore analizza 0,5 mL di miscela di HL60 + PBS (sostanza 
tampone che serve a diluire, in quantità controllata, le cellule) e ci fornisce il numero di cellule, con 
diametro compreso fra 7 e 18 μm , che attraversano un foro. Per quanto ci è stato possibile abbiamo 
cercato di effettuare questa analisi una volta ogni 24 ore al fine di ottenere una stima più precisa 
della duplicazione delle cellule. Infatti sappiamo che le cellule in duplicazione seguono 
teoricamente, in un grafico con all’ordinata il N° di cellule e all’ascissa il tempo in ore, una curva 
ben precisa.  
 
Tale curva è costituita da una prima fase a lenta crescita, da una seconda fase esponenziale in cui le 
cellule si duplicano molto rapidamente e una terza fase in cui si ha un rallentamento deciso e quasi 
totale della duplicazione (fase plateau). L’ultima fase è dovuta all’eccessiva duplicazione delle 
cellule che trovandosi confinate in uno spazio limitato e con limitate risorse, non riescono più a 
duplicarsi rapidamente. Questa condizione può aggravarsi qualora i nutrienti non siano più 
sufficienti, causando la morte di molte cellule, che si traduce nel grafico in una fase discendente 
della curva.  
Appurato l’andamento della curva teorica è ora necessario elaborare i dati provenienti dal contatore 
per tracciare la mia curva e confrontarla con la suddetta.  
Dopo avere prelevato una quantità precisa di cellule,  0,8 mL, e averle sospese in 9,2 mL di PBS per 
un totale di 10 mL analizziamo il tutto al contatore. 
Il calcolo matematico da svolgere è il seguente: essendo 5157 il mio valore presente sul display del 
contatore; 0,5 mL il volume analizzato dal contatore; 10ml il volume totale di PBS e HL60 
prelevato e X1 il numero delle cellule presenti in 10mL si avrà:  
 
5157 : 0,5 = X1 : 10                 X1= 5157 * 10 / 0,5 = 103140 cellule  
 Otterremo così il numero di cellule in 10 mL di soluzione, a noi però interessa sapere il N° di 
cellule per 1mL, si avrà quindi: 
 
103140 : 0,8 = X2: 1                   X2 = 103140 * 1 / 0,8 = 128925 cellule per 1mL di coltura.  
 
Tale conto è stato ripetuto come detto ogni giorno, dalle mie analisi risulta la seguente tabella di 
dati: 
11/05 – 100000 cellule per 1mL ( all’inoculazione) h 12,00 
12/05 – 128925 cellule per 1mL  
13/05 – 337275 cellule per 1mL 
14/05 – 788840 cellule per 1mL 
15/05 – 1483400 cellule per 1mL 
18/05 – 2597900 cellule per 1mL  
Anche con una rapida osservazione dei dati si nota che tra l’inoculo e il primo conteggio le cellule 
si sono riprodotte poco, e questo rispecchia la prima fase della curva, invece tra la seconda e la terza 
e tra la terza e la quarta misurazione c’è stato un notevole aumento delle cellule pari a più del 
doppio. Per quanto riguarda le ultime tre conte il numero delle cellule, nello stesso intervallo di 
tempo, è meno del doppio rispetto alla misura del giorno precedente, andamento che 
rispecchierebbe la fase plateau. Facendo un analisi più approfondita con calcoli matematici si può 
calcolare il tempo di duplicazione (TD). Questo ci fornisce un indicazione sul tempo che le nostre 
cellule impiegano per raddoppiare il loro numero. Per ricavare TD si deve effettuare il seguente 
calcolo matematico: 
 
TD = t log2 / (log N – log N0)       dove:   t indica il tempo intercorso fra due conteggi successivi, N 
il numero di cellule del conteggio più recente e N0 il numero di cellule del conteggio precedente.  
 
Inserendo i dati provenienti dalla conta automatica ho ottenuto i seguenti tempi di duplicazione: 
1) 79h 2) 16h 3) 20h 4) 25 h 5) 90h 
 
Intrecciando i tempi di duplicazione con il numero di cellule del conteggio è facile notare come 
effettivamente le misure effettuate seguano la curva. Il primo e l’ultimo dato TD risultano infatti 
molto grandi, ad indicare rispettivamente la prima fase di latenza e l’ultima fase platou. 
Curva sperimentale HL60
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 Purtroppo osservando la curva non è possibile vedere l’andamento fra l’ultima e la penultima 
misurazione, essendo trascorse ben 72 ore e 30 minuti circa tra le due. L’andamento in quel punto 
era molto importante perché avrebbe probabilmente mostrato l’inizio della fase plateau, cosa che 
invece dal grafico non risulta. E’ comunque visibile una prima fase a crescita lenta e la fase 
esponenziale che si presenta successivamente. 
 
Cellule HL60 – DMSO o PBS ? 
 
La seconda esperienza condotta sulle cellule HL60 consisteva nel trattare la nostra colonia cellulare 
o con un sostanza “X” o alternativamente con una sostanza “O”, senza sapere quale delle due fosse 
DMSO( che induce differenziamento cellulare e blocco della duplicazione) e quale PBS (sostanza 
tampone che non induce alcun cambiamento nella colonia). 
La mia colonia è stata trattata con la sostanza “O”, ora per mezzo di analisi come il conteggio in 
camera di Kova e la citofluorimetria è possibile capire se la mia sostanza sia DMSO o PBS.  
Per prima cosa ho effettuato un conteggio alla Kova il giorno dopo l’aggiunta della sostanza, per 
verificare quanto si erano duplicate le cellule.  
 
Ho contato le due diagonali della camera di Kova e ho fatto la media per trovare il numero di 
cellule per quadratino. 
  
(44 +38) / 18 = circa 4,6 cellule per quadratino  
 
ora devo calcolare il n° di cellule per 1 ml sapendo che ogni quadratino corrisponde a 0,011 μm. 
 
4,6 : 0,011 = X : 1000                         X = (4,6 * 1000) / 0,011 = 418182 cellule per mL 
 
Lo stesso calcolo è stato effettuato il giorno successivo, dando come risultato 872827 cellule per 
mL.  
 
Da questa analisi verrebbe da supporre che la sostanza “O” sia PBS poiché le cellule si sono 
regolarmente duplicate, in realtà dal citofluorimetro e dall’analisi dei vetrini si constaterà il 
contrario. A cosa può essere dovuto allora questo errore?   
E’ probabile che o nella prima o nella seconda conta alla Kova io abbia operato un errata 
sospensione, falsando in qualche modo il risultato del conteggio. Una seconda ipotesi potrebbe 
essere che le cellule si siano duplicate più di  una volta, prima che il DMSO bloccasse la 
proliferazione. 
Un’altra importante analisi per verificare con cosa sono state trattate le nostre cellule è l’esame al 
citofluorimetro. Che dà una stima di quante cellule del campione si trovino in fase G0 quante in fase 
S e quante in fase M.  
 
 
  
 
 
Dal grafico in basso, si nota un grande picco di cellule che si trovano in fase G0/G1, per l’esattezza 
l’83 % mentre, in fase S, solo il 10,9 % e in fase M, solamente il 5,2%. 
 
Questo dato indica che le mie HL60 hanno quasi totalmente smesso di duplicarsi e si trovano in uno 
stato di quiescenza. Questo avvalora la tesi che le mie cellule siano state trattate con DMSO. 
Infatti confrontando tale grafico con quello ottenuto da cellule trattate con PBS la differenza è 
evidente; la maggior parte delle cellule si trova in fase S e le restati sono suddivise abbastanza 
equamente fra la fase G0 e la fase M. 
 
L’ultima esperienza condotta sulle cellule HL60 marcate con “O” o con “X” si fonda sulla loro 
colorazione e la successiva osservazione dei vetrini al microscopio. Le cellule vengono colorate con 
Methyl-green - Pironina; il primo composto colora il nucleo di un colore verde-bluastro, il secondo 
colora l’RNA delle cellule e conferisce al citoplasma un colore rosa. 
Osservando al microscopio il vetrino con le cellule colorate si vedrà che le cellule trattate con 
DMSO sono meno colorate ad eccezione dei nucleoli che risulteranno più visibili.  
Le cellule contenenti PBS risultano in generale più colorate con nuclei più visibili e talvolta si può 
individuare nella colonia qualche mitosi.  
 
Cellule HL60 –Congelamento e Scongelamento  
L’ultimo procedimento che abbiamo svolto sulle nostre HL60 è stato il congelamento e lo 
scongelamento delle cellule. Questo processo può essere utile a bloccare cellule in particolari stadi 
del ciclo, che si desidera osservare. E’ importante contare le cellule prima del congelamento perché 
sarà poi necessario prenderne una quantità ad una concentrazione nota. Le cellule, prive di terreno 
di coltura che è stato preventivamente tolto, vengono sospese in terreno di congelamento, messe in 
una criovials e messe a congelare a –80°.  
Per scongelarle abbiamo preso le nostre criovials e messe in un guanto le abbiamo messe a mollo in 
un bagno di acqua a 37° per accelerare il processo di scongelamento. Appena scongelate è 
necessario diluirle il più velocemente possibile con terreno di coltura in rapporto 1:9 mL e 
centrifugare per eliminare il terreno di congelamento. Eliminiamo il surnatante e possiamo 
aggiungere di nuovo terreno e inoculare le cellule. Questo è il procedimento che solitamente viene 
utilizzato per allestire una coltura cellulare. 
 
Cellule SaOs-2 – Tripsinizzazione 
Le SaOs sono cellule tumorali del tessuto osseo, sono cellule adese cioè che tendono a crescere 
adattandosi e attaccandosi alla parete del recipiente che le contiene. 
Abbiamo sperimentato tale caratteristica casualmente durante la nostra settimana in laboratorio. 
Alcuni studenti del gruppo hanno posizionato le fiasche contenenti SaOs nell’incubatrice in maniera 
errata, in posizione eretta; ovviamente le cellule che erano adese alla parete non erano così a 
contatto col terreno di coltura e quindi, nell’arco di un giorno, sono morte.  
Per lavorare e analizzare tali cellule è indispensabile staccarle dalle pareti della fiasca. 
Per fare ciò abbiamo usato la tecnica della Tripsinizzazione; che consiste nel trattare le cellule con 
Tripsina, che è un enzima che distrugge le proteine coinvolte nell’adesione cellulare.  
Dopo qualche minuto si vedrà, anche ad occhio nudo, che le cellule non sono più adese, ma si 
trovano in sospensione; a questo punto è indispensabile trattarle terreno completo contenente siero. 
Il siero contiene infatti un inibitore che blocca l’effetto della tripsina, che porterebbe in breve tempo 
alla morte della nostra coltura.  
Dopo averle staccate dalle pareti e avere sospeso con una pipetta, inoculiamo le SaOs in una nuova 
fiasca, con concentrazione ben definita e segnando il progressivo che indica il numero di volte che 
le nostre cellule sono state inoculate dal giorno del prelievo.  
 
Cellule SaOs-2 – Colorazione 
La seconda esperienza con le cellule SaOs è stata l’osservazione di un vetrino. 
Dopo avere posizionato sul vetrino le nostre  cellule, esse sono stata colorate con May-Grunwald e 
Giemsa. Questi due coloranti servono a colorare di viola il citoplasma, il primo, e di rosso porpora il 
nucleo, il secondo. E’ quindi possibile l’osservazione al microscopio. 
